BEST AVAILABLE COPY 



M REPUBUQUE FRANQAISE 



de publication : 



(a n'utiliser que pour les 
commandes de reproduction) 



2 769 502 



INSTITUT NATIONAL' 

DE LA PROPRIETE INDUSTRIELLE ^ „ 07 10011 

uc ^p^d'enregistrement national: 5J/ lOUll 

PARIS 



(§) IntCI 6 : A61 K7/48.A61 K35/78 



DEMANDE DE BREVET D'INVENTION 



A1 



@ Date dedepdt: 14.10.97. 
©Priori: 


(71) Demandeur(s) : SEDERMA SA SOCIETE ANONYME 
©lnventeur(s): LINTNER KARL 


(43) Date de mlse d la disposition du public de la 
demande : 1 6.04.99 Bulletin 99/1 5. 




(p§) Liste des documents cites dans le rapport de 
recherche prSllmlnalre : Se reporter £ la fin du 
present fascicule 




@) References 6 d'autres documents nationaux 


©Titulaire(s): 


apparentes : 


(§) Mandataire(s) : 



CM 
O 

w 
o> 

(O 
CM 

DC 
u. 



(R) COMPOSITIONS A USAGE COSMETIGUE OU DERMOPHARMACEimQUE CONTENAMT UN EXTRAIT 
VEGETAL OBTENU A PART1R DU TREFLE (TRIFOLIUM SR). 



^ L'invention conceme des compositions & usage cos- 
metique ou dermopharmaceutique qui contiennent, en 
quantity suffisante, un extrait v6g6taJ obtenu & partir du trfc- 
fle (Trifolium sp.), choisi plus particulferement parmi les va- 
rices Trifolium subtermneum L, Trifolium repens L, 
Trifolium pratense L Grace aux molecules rforigine v6g6ta- 
le ainsi obtenues, Textrait est capable de mimerles effets de 
certaines hormones stGroldes. 

Les compositions cosmStiques ou dermopharmaceuti- 
ques contenant Textrait vegetal pr£c6demment d§crit fai- 
' sant I'objet de ce brevet, sont avantageusement utilises 
dans tous les etats de post-menopause ou il est n§cessaire 
cf am^liorer I'hydratation, le tonus cutane et <f obtenir un ef- 
fetdelissage de la peau. 
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La menopause est une etape physiologique naturdle qui correspond, aux alentours de la 
cinquantaine, a une chute des secretions hormonal responsables de la fecondite 
(oestrogene et progesterone) et done a une baisse importante de leurs concentrations tant 
sanguines que tissulaires. 

Les tres nombreuses consequences negatives de ce phenomene sur Forganisme humain 
peuvent etre ameliorees par des traitements medicaux qui consistent a adnrimstrer, par 
voie generate, des hormones exogenes qui conigent ce desequilibre hormonal induh. 
Des approches cosmetiques et dermopharmaceutiques peuvent egatement ameliorer le 
confort personnel et la beaute des femmes menopausees. En effet, certaines consequences 
de la menopause, visibles de maniere evidente, concement le vieillissement cutane comme, 
par exempte, le dessechement de la peau, 1'apparition ou 1'aggravation de rides dues a une 
dimimition du tonus cutane ainsi qu'a la diminution de l'epaisseur cutanee. 
L'invention faisant l'objet de ce present brevet, reside dans la decouverte qu'un extrah 
vegetal obtenu a parur du trifle (Tri/olium sp.\ choisi plus pardcuBerement parmi les 
varietes Tri/olium subterraneum L, Trifolhan repens Tri/olium protease L, quand fl 
est correctement realise, est capable de corriger tous ces defeuts qui perturbent la vie 
normale des femmes menopausees. Le precedent extrah vegetal de trefte {Tri/olium 
subterraneum L, Tri/olium repens L., Tri/olium pratense L) est obtenu a partir de la 
plante entiere ou, de preference, a partir des parties aeriennes fleuries et sechees, par 
extraction ethanolique dans un rapport de 15 grainmes de places pour 85 granunes de 
solvant. Apres sechage, 1'extrait sec est repris dans du butylene glycol. 
L > analyse par chromatographie en phase Uquide realisee sous haute pression (HPLC) de 
l-extxah vegetal ainsi obtenu, revete la presence de molecules de la famflle des isoflavones 
telles que la genisteine, la daidzeine, la biochanine A, la pratenseine et le coumesterol. 
u presente invention demontre que ces molecules, lorsqu'dles sont correctement 
extraites par Phomme de l'art comme decrit d-dessus, sont de veritables phyto- 
estrogenes, qui, lorsqu'elles sont appliquees par voie topique, sont capables de mimer 
localement les effets benefiques des oestrogenes, d'origine hurnaine ou animale ou de 
synthese, administres par voie systemique. 

L'exemple d'obtention de l'extrah vegetal obtenu a partir du trefte {Tri/olium 
subterraneum L, Tri/olium repens L., Tri/olium pratense L) precedemment decrit faisant 
l'objet de ce present brevet, n'est pas limitauf. D est en effet possible de realiser l'extraft 
de trefle par d'autres procedes comme, par exemple, la simple decoction, la lbdviation, 
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1'extraction sous reflux, l'extraction au moyen d'uhrasons ou de micro-ondes ou enfin des 
techniques a contre courant, sans que cette liste soit limitative. 

Par ailleurs, les solvants d'extraction cites ci-dessus ne sont pas limitatifs et peuvent etre 
choisis parmi l'eau, le propylene glycol, le butylene glycol la glycerine, le polyethylene 
glycol, les ethers methyliques ou ethyfiques des diglycok, les polyols cycliques, les 
digrycols ethoxyles ou propoxyles, les alcools (methanol ethanol propanol butanol), ou 
tout melange de ces solvants. 

Par souci de clarte dans ce document, parmi les different effets benefiques qui ont ete 
trouves au cours du developpement de l'extrah de trefle {Trifolium subterranean* L. 
Trifolium repens L, Trifolium pratense L) pre-eminent dectft faisant Tobjet de ce 
present brevet, seulement trois exemples demontreront trois effets specifiques et 
specialement utiles dans les cas de post-menopause, au moyen d'une experience in vitro et 
deux etudes in vivo realisees chez des volontaires. 
Fxemple 1 

Durant 24 heures, des fibroblates humains provenant de la meme culture celhilaire, sont 
mis en presence de milieu de culture standard supplemente, ou non pour les controles, 
avec rextrait de trefle precedemment decrit a une concentration soit de 0,3 %, soit de 1%. 
La stimulation de la synthese de proteines est evaluee par colorimetrie (reaction dhe du 
Biuret). 

Pour standardise les resuhats, la quantite de proteines mesuree est exprimee pour 1000 
cellules presentes dans le test . Par rapport aux experimentations controles, en presence 
soit de 0,3 %, soh de 1 % d'extrait de trefle, raugmentation de la concentration de 
proteines est respectivement de 33,5 ± 1,5 % et 56,2 ± 2,12 %. Ainsl cet essai in vitro 
demontre le potentiel stimulant au niveau cutane de rextrait de trefle precedemment 
decrit, effet direct ement lie a un laflermissement et a un epaississement des peaux trop 
fines. 

Exemple2 

-Get exemple demontre reflet bydratant cutane obtenu, in vivo, sur les jambes de 13 
volontaires adultes de sexe feminin. Le pouvoir hydratant de rextrait de trefle 
precedemment decrit, incorpore a 5% dans un gel classiquement utilise en cosmetique, a 
ete compare a celui d'un placebo (le meme gel mais sans extrait de trefle) et a une absence 
de traitement. 

Ce test peut etre brievement decrit comme suit. Le niveau d'hydratation de la peau est 
mesure par la capacite electrique cutanee au moyen d'un corneometre (Courage et 
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Khazaka, modele CM 820), technique classiqueraent utilisee en cosmetologje. En effet, les 
proprietes electriques des couches superfiddles de la peau sont fortement liees a sa teneur 
en eau. 

Trois sites independants sont reperes a Taide d'adhesifs et de marquages au stylo puis, 
^apres une periode de 20 minutes de repos en position assise, les mesures correspondant au 
TO sont realisees en triplicate, sur chaque site. Chacun des deux gds etudies (placebo et 
extrait de trefle) est alors applique jusqu'a complete penetration, sur un site independant, a 
raison de 20 jil par ate. Le troiaeme ate prec6demment repeie ne re9oit aucun produit 
Les volontaires restent au repos. Trois mesures par ate sont effectuees toutes les heures, 
et cda, pendant 7 heures. 

La temperature et Fhygrometrie de la piece ou le test, est realise sont maintenues 
constantes tout au long du test 



Le tableau suivant montre les variations, en pqurcentage par rapport a TO, des mesures 
realisees pendant 7 heures. Les valeurs indiquees correspondent aux moyennes calculees a 
partir des 3 mesures realisees. 





TO 


T+1H 


T+2H 


T + 3H 


T+4H 


T+5H 


T+6H 


T+7H 


Rien 


0 


-0,3 


-2,0 


+0,5 


+0,5 


+0,1 


+0,9 


-0,9 


Placebo 


0 


+0,5 


0,0 


+2,8 


+1,9 


+4,0 


+1,1 


+0,2 


Extrait 


0 


+25,8 


+21,2 


+25,3 


+22,8 


+25,7 


+21,7 


+22,0 



Le gd contenant l'extrait de trefle precedemment decrit demontre clairement un fort 
pouvoir hydratant puisque non seulement l'hydratation cutanee est augmentee de 22% a 
25% par rapport au debut de Fessai mais, de plus, elle est parfahement constante et cda 
durant au moins les 7 heures que dure le test. 

Dans les memes conditions, le gel placebo (sans l'extrait de trefle), ne presente aucun effet 
hydratant, tout comme il est possible de le constater lorsque aucun produit n'est applique. 
FxempleN°3 

Cet exemple rapporte F effet anti-rides obtenu, m v/vo, sur un pand constitui de 13 
^oiontafres adukes de sexe feminin. Le pouvoir antirides de F extrait de precedemment 
decrit, incorpore a 5% dans une creme classiquement utilisee en cosmetique, est compare 
a cdui d'un placebo (la meme cr&me mais sans extrait de trefle). Les cremes sont 
appliquees sur des sites prerisement identifies, situes sur le coin de Foeil droit ou gauche, 
sdon une repartition randomisee, deux fois par jour, pendant 28 jours. 
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Le parametre pris en compte est le relief cutane, au niveau du contour de l'oeil (rides 
dites de la patte d'oie). Les quantifications des differentes variables du relief sont 
realisees par analyse video-informatique d'empreintes au silicone prises a la surface de la 
peau selon les protocoles decrits par Corcuffet al. (1985, Int. J. Cosm. Sci.7: 1 17-126) et 
Corcuffet al. (1995, in Handbook of non-invasive methods and the skin, Serup & Jemec 
eds., CRC Press:89-96). Le tableau ci-dessous indique la difference, en pourcentage, des 
valeurs moyennes obtenues entre T +28 jours et TO pour les profondeurs moyennes de la 
ride principale (colonne A) ou pour l!ensemble.(ies.plis..(coIonM_B) J j»ffi k density des 
plis principaux (colonne C) ainsi que pour la mesure de la rugosite (colonne D). La 
presence d'une etoile a cote de la valeur indique une difference statistiquement 

significative entre les mesures a T+28 et a TO (test t de Student, p<0,01). 

" A B C D 

Placebo ~02 +0^ -U + 3 > 8 

IxTr^i -1*2* -21,1* -36,9 • ^T* 

La crcme contenant l'extrait de trefle precedemment decrit demontre clairement un 
puissant effet anti-rides puisque Ton observe une difference statistiquement significative 
- entre le debut et la fin -de Hetude JnJvivojA ceci_aurJ!erjs«3nble des quatre parametres 
classiquement utilises dans cette indication- 

n est a noter que dans les memes conditions experimentales, la meme creme ne presente 
absolument aucun effet si l'extrait vegetal obtenu a partir du trefle precedemment decrit 
n'a pas ete incorpoie, ce qui demontre bien que c'est seulement a l'extrait pi^cedemment 
decrit dans ce brevet que l'on peut ato^uer l'effet b&efique observe. ~ 
L'extrait vegetal obtenu a partir du trefle precedemment decrit peut etre utilise dans toute 
forme galenique employee en cosmetique ou dermopharrnacie: emulsions H/E et E/H, laits, 
lotions, polymeres gelifiants et viscosants, tensioactifs et emulsifiants, pommades, lotions 
capillaires, shampooings, savons, sticks et crayons, sprays, huiles corporcUes, sans que cette 
liste soit limitative. 

fl est poss i ble d'incorporer Fextrait vegetal obtenu a partir de trefle (Trifolium 
subterraneum L, Trifolium repens L, Trifolium pratense L) precedemment decrit, dans 
des vecteurs cosmetiques comme les Uposomes, les chylomicrons, les macro-, micro- et 
nanopardcules ainsi que les macro-, micro- et nanocapsules, de les absorber sur des 
polymeres organiques poudreux, les talcs, bentonites et autres supports nuneraux. 
L'extrait vegetal obtenu a partir de trefle {Trifolium subterraneum L, Trifolium repens L, 
Trifolium pratense L) precedemment decrit peut etre combine dans les compositions 
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cosmetiques avec tout autre ingredient habituellement utilise en cosmetique: lipides 
d-extraction et/ou de synthese, polymeres gelifiants et viscosants, tensioacufs et 
emulsifiants, principes actifs hydro- ou Uposolubles, extraits d'autres plantes, extraits 
tissulaircs, extraits marins. 

L'ex*ah vegetal obtenu a partir du trefle preofclenunent decrit est utilise soit sous forme 
liquide, soit sous forme seche~obtenue par les techniques classiques de precipitation, de 
sechage, d'evaporation, d'atomisation ou de lyophilisation 

Les concentrations de l'extrait vegetal obtenu a partir de trefle {Trifolium subterraneum L, 
Trifolium repens L, Trifolium pratense I) precedemment decrit peuvent varier entre 
0,01% et 50% (p/p), preferenuenement entre 0.5 % et 5 % en poids, dans le jnoduh finL 
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REVENDICATIONS 

Compositions cosmetiques ou deimopharmaceutiques, caracterisees en ce qu'elles 
contiennent un extrait de trefle (T rifolivm spj. 

Compositions cosmetiques ou dermophannaceutiques selon la rcvendication 1, 
caracterisees en ce que le trfcfle utilise peut etre choisi plus particulierement parmi les 
varietes Trifolium subterraneum L, Trifolium repens L^vTrifolium pratense ±r. 
Compositions cosmetiques ou dermophannaceutiques selon les revendications 14 2, 
caractarisfe en ce qu e Fextrait de trefle e st obtenu ^paitir de la plante entiere ou, de 
preference a partir de la partie a^rienne fleurie et scche. 

Precede d'obtention des compositions cosmetiques ou dermophannaceutiques selon les 
revendications 1 a 3 caracterisees en ce que les solvants d'extraction utilises sont choisis 
parmi 1'eau, le propylene glycol, le butylene glycol, la glycerine, le polyethylene glycol, les 
ethers m&hyliques ou ethyliques des diglycols, les polyols cycliques, les diglycols 
ethoxyles ou propoxyles, les alcools (methanol, ethanol, propanol, butanol), ou tout 
melange de ces solvants. 

Procede d'obtention selon la rcvendication 4 caracterise en ce que l'extrah de trifle est 
obtenu par extraction ethanolique puis, qu'apres sechage, F extrait sec est repris dans du 
butylene glycol. 

Precede d'obtention des compositions cosmetiques ou dennophaimaceutiques selon selon 
l\me quelconque des revendications 1 a 3 caracterisees en ce que l'extraction realisee a 
partir de trefle peut etre remplacee par des techniques de maceration ou par d'autres 
procedds comrae, par exemple, la simple decoction, la lixiviation, l'extraction sous reflux, 
l'extraction au moyen d*ultrasons ou de micro-ondes ou enfin des techniques k contre 
courant 

Compositions cosmetiques ou dermophannaceutiques selon selon rune quelconque des 
revendications 1 k 3 caracterisees en ce que I'extrait de trefle est utilise soit sous forme 
liquide, soit sous forme seche obtenue par les techniques classiques de precipitation, de 
sechage, d'evaporation, d'atomisation ou de lyophilisatioiL 

Compositions cosmetiques ou dermophannaceutiques selon selon ftine quelconque des 
revendications 1 a 3 ou 7 caracteris6es en ce que la concentration de I'extrait de trefle est 
comprise entre 0,01% et 50% (p/p), preferentiellement entre 0.5 % et 5 % en poids, dans 
le produit fini. 

Compositions cosmetiques ou dermophannaceutiques selon ftine quelconque des 
revendications 1 k 3, 7 ou 8 caracterisees en ce que I'extrait de trefle peut etre utilise dans 
toute forme galenique employee en cosmetique ou dermopharmacie: emulsions H/E et 
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E/H, laits, lotions, polymferes geiifiants et viscosants, tensioactifs et emulsifiants, 
pommades, lotions capillaires, shampooings, savons, sticks et crayons, sprays, huiles 
corporelles. 

10. Compositions cosmetiques ou deimopharmaceutiques selon l\ine quelconque des 
5 revendi cations 1 k 3 ou 7 k 9 caract&isees en ce que l'extrait de trefle est incorpore dans 

des vecteurs cosmetiques comme les liposomes, les chylomicrons, les macro-, micro- et 
nanoparticules ainsi que les macro-, micro- et nanocapsules, ou absorbes sur des 
polymeres organiques poudreux, les talcs, bentonites et autres supports min&aux. 

11. Compositions cosmetiques ou deimopharmaceutiques selon IHme quelconque des 
10 revendications 1 a 3 ou 7 a 10 caracterisees en ce que l'extrait de trefle est combine dans 

les compositions cosmetiques avec tout autre ingredient habituellement utilise en 
cosmetique: lipides d'extraction et/ou de synthese, polymeres geiifiants et viscosants, 
tensioactifs et emulsifiants, principes actifs hydro- ou liposolubles, extraits d'autres 
plantes, extraits tissulaires, extraits marins. 
15 12. Utilisation de la composition selon hine quelconque des revendications 1 k 3 ou 7 k 11, 
dans les applications cosmetiques qui corn gent et/ou reparent au niveau cutane, les effets 
du vieillissement, des dereglements hormonaux ou de la menopause. 
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(54) Title: COMPOSmONS FOR COSMETIC AND DERMOPHARMACEUTICAL USE CONTAINING A PLANT EXTRACT 
OBTAINED FROM CLOVER {TRIFOLIUM SP.) 

(54) Titre: COMPOSITIONS A USAGE COSMETIQUE OU DERMOPHARMACEUTIQUE CONTENANT UN EXTRAIT VEGETAL 
OBTENU A PARTTR DU TREFLE {TRIFOLWM SP.) 

(57) Abstract 

The invention concerns compositions for cosmetic and dermopharmaceutical use containing, in sufficient amount, a plant extract 
obtained from clover {Trifolium sp.) t more particularly selected among the Trifolium subterraneum L. t Trifolium repens L, Trifolium 
pratense L. varietiesT^Withthe" molecules of "plant origin thus" obtained, the extract can imitate the effects of some steroid hormones. The 
cosmetic or dermopharmaceutical compositions containing said plant extract are advantageously used for all postmenopausal conditions 
where it is necessary to improve hydration, skin tonus and to obtain a skin smoothing effect 

(57) Abrege* 

L* invention concerne des compositions a usage cosm£tique ou dermopharrnaceutique qui contiennent, en quantite* suffisante, un extrait 
v6g6tal obtenu a partir du trefle {Trifolium sp.), choisi plus particulierement parmi les vari6t£s Trifolium subterraneum L. f Trifolium repens L.> 
Trifolium pratense L. GrSce aux molecules d'origine veg'dtale ainsi obtenues, Textrait est capable de mimer les effets de certaines hormones 
stdroides. Les compositions cosm&iques ou dermopharmaceutiques contenant 1* extrait vdgdtal preeddemment decrit faisant l'objet de ce 
brevet, sont avantageusement utilisees dans tous les dtats de post-menopause ou il est n6cessaire d'amdliorer l'hydratation, le tonus cutane" 
et d'obtenir un effet de lissage de la peau. 
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